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摘　要　根据植物 APETALA1 (AP 1)同源基因的高度保守性 , 设计合成一对特异引物 , 从龙眼
基因组 DNA中扩增出一条长 400bp左右的基因片段 , 插入到 pM D - T载体中 。测序后分析表明 ,
扩增得到了龙眼 AP 1同源基因片段 。该片段序列包含两个内含子 (长 96bp和 165bp), 编码区编
码 36个氨基酸。与其它植物 AP 1同源基因的相应区域氨基酸序列具有较高的同源性 , 其中与花
椰菜 AP 1基因同源性高达 91%, 与欧亚种葡萄 、苹果 、 柑橘 、枇杷的 AP 1基因同源性都在 80%
以上。
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　　龙眼 (D imocarpus Longan Lour.)是无患子科
龙眼属植物 , 在中国有近千年的栽培历史 。生产中












。拟南芥 APETALA1 (AP 1)基因是
一个控制花序分生组织特征的基因 , 控制其花序分
生组织向花分生组织的转变 。研究表明 , 植物中
AP 1基因高度保守
[ 4]
。除了拟南芥 , AP 1同源基因
在花椰菜 、 金鱼草 、 烟草 、苹果 、柑橘等多种植物
中被克隆。龙眼成花基因的研究已经取得初步进




本试验根据 AP 1基因保守序列设计合成 PCR
引物 , 以栽培品种立冬本的幼叶为试验材料 , 对龙











5mL的离心管中 , 加入 1m l STE核分离缓冲液
[ 700mm o l /L N aC l, 100mm o l /L Tris - HC l
(pH 8.0), 50mm o l /L EDTA (pH 8.0), 2%β -巯
基乙醇 , 2%PVP] , 离心 5000 rpm、 5m in、 4℃、 2
次;弃去上清液 , 加入 65℃预热的 DNA提取液
3m l 3%CTAB , [ 100mm o l Tris - HC l (pH 8.0),
20mm o l EDTA (pH 8.0) 1.4m ol /L N aC l, 2%β -
巯基乙醇 ] ;抽提时加入等体积的氯仿 /异戊醇 /无
水乙醇 (24 /1 /16), 重复抽提操作 2次 , 其余操
作同文献 [ 6] 。
1.3　引物合成及 PCR试剂
对多种植物 APETALA1 (AP 1)基因序列的保
1
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守区进行分析比对后 , 合成了 1对特异引物 (上
海英骏生物公司合成 )。
A f:5′- GCAGCAGCTTGATACTACTCTTA - 3′
A r:5′- GTTTTGCTCCTGTATTGCCTTCT -3′
10 ×Buffer缓冲液 、 DL2000 DNA M arker、 Taq
酶 、 dNTPs均购自大连宝生物公司。
1.4　PCR扩增分析
反应体系为 2.5μl 10 ×PCR Buffer、 2.0μl
M gC l2、 2.0μl dNTPs、 1.0μl (10μm o l L
- 1
)、
1.0μl下游引物 (10μm o l L
- 1
)、 1.0μl DNA 、




反应程序为:94℃变性 5m in, 1个循环;94℃
40 s, 51℃ 60 s, 72℃ 90 s, 35个循环;72℃延伸




盒 (UN IQ - 10柱式 DNA试剂盒 , 上海生工生物
工程)从琼脂糖凝胶上回收 , 连接于 pMD - T载
体 (大连宝生物公司 ), 16℃放置 4h。转化到
DH 5α大肠杆菌感受态细胞中 (福建农林大学菌物
研究中心 ), 涂布于含有安卞选择培养基的平板
上 , 震荡培养。 24h内挑选阳性克隆接种到含安卞
的液体培养基中震荡培养 。直接吸取阳性克隆培养
液 1μl作为模板 , 按照 (1.4)中 PCR程序进行扩








根据拟南芥 、金鱼草 、烟草 、枇杷等基因所编
码的氨基酸序列的保守区设计合成了一对引物 , 利
用 PCR技术从龙眼基因组 DNA中分离 AP 1同源基
因片段 。结果如图 1 (1、 2)所示 , 扩增出一条长
度约 400bp的 DNA片段 。
该片段与 pMD -T载体连接 , 转化后获得重组
质粒。培养后做菌落 PCR鉴定 , 以 1μL菌液为模
板 , 用合成的一对引物进行 PCR反应 , 得到了与
龙眼基因组 DNA的 PCR产物大小完全一样的目的
片段 (图 1)(3、4、5、6), 说明 PCR扩增的 DNA片
段已克隆到 pMD -T载体中。
图 1　龙眼 AP 1同源基因片段的 PCR扩增
(M为 M ark erDL2000, 1和 2为基因组 DNA扩增片段 , 3、 4、 5
和 6为菌落 PCR结果)
2.2　目的基因序列分析
目的基因的测序结果如图 2所示 , 该 DNA片
段长 370bp。利用 BCM G ene Finde r主页 (h ttp: / /
do t. im gen.bcm. tm c.edu: 933I /gene2 finder / gf




含子 , 长度分别是 96bp和 165bp。外显子共编码
36个氨基酸 , 用 B last工具搜索 Genebank进行序
列比较 , 发现它与已发表的 AP 1同源基因具有很
高的同源性 , 命名为 LA101。核酸序列已经提交
Genebank进行登记 , LA101的登记号为 DQ679217。
与花椰菜的 AP 1 - a (CAD47853)同源性为 94%、
欧亚种葡萄 AP1 (AAT07447.1)同源性为 91%、
枇杷 AP 1 (AAS55701.1)同源性为 88%、 桦树
MADS5 (CAA 67969.1)同源性为 86%、睡莲 AP 1
(AAX13296.1 ) 同 源 性 为 83%、 柑 橘 AP 1








类等物质 , 防止它们在氧化后与 DNA结合 。同时
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Tris -盐酸与酚类化合物形成复合物 , 抑制酚类化
合物的氧化及其与 DNA的结合 , 有效地解决了龙
眼 DNA提取纯度低和产量少的问题 。




因被克隆以后 , AP 1同源基因已经在玉米 、枇杷
[ 8]
等多种植物中得到分离 。本试验成功克隆出龙眼
LA101同源基因 , 进一步证实了 AP 1基因具有高度
的保守性。
AP 1基因不仅调控花分生组织的形成与花器官
的发生 , 还是两轮花器官 (花萼和花瓣 )的决定
基因。一旦突变将导致萼片转变为叶片状结构 , 此
叶片状结构腋部又产生次生花。 AP 1基因和 AP 2
基因的共同作用使萼片花瓣特异化 , 受 TFL2等基












现象 , 具体原因还有待于研究 。
本试验成功克隆到龙眼成花同源基因的片段 ,
还需克隆 AP 1基因的全长序列和进一步的功能验
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